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Spfsob produkcie g-1,4-manén manéno-
hydroldzy pomocou mikroskopickych hib ro-
du Lemonniera.

Vynélez sa tyka oboru mikrobioldgie, ché-
mie a biochémie sacharidov a ochrany Zivot-
ného prostredia.

Ugelom vynélezu je ziskanie 8-1,4-manénu
manédnohydroldzy (B-mananézy FC 3.2.1,78)
schopnej hydrolyticky Stepit g-1,4-manén a
g-manandzové zloZzky hemiceluléz.

Uvedeného uUinku sa dosialine pomocou
mikroskopickych hib zo skupiny vodnych
plesni rodu Lemonniera, a to Lemonniera
aguatica, Lemonniera centrosphaera, Lemon-
niera cornuta a Lemonniera terrestris kulti-
vovanych na vhodnych Zivnych pddach.

#-manandzu moZno ziskat o pomerne vy-
sokej 3pecifickej aktivite {okolo 10 nkat/mg
proteinu) a schopnosti Stepit nielen ¢&isty
§-1,4-manén ale aj g-mandnovy podiel hemi-
celuloz.

Vyndlez ma vyuZitie v technickej mikro-
biologii, biochémii sacharidov a vSade tam,
kde ide o jednoduchd metddu spracovania
drevného odpadu.
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+-Vynéalez sa tyka spdsobu produkme enzy-
mu g-1,4-manédn. mandnohydroldzy (g-mana-
naza, EC 3.2.1.78) pomocou mikroskopickych
hib rodu Lemonniera kultlvovanych na
vhodnych Zivnych pbdach.

Produkcia enzymu g-manandzy je zatial.

popisovand gzriedkavo, aj ked je zndme, Ze
niektoré mikroorganizmy maja schopnost
tento enzym produkovat. Tak napriklad g-
-manandzova zloZka je obsiahnutd aj v kom-
plexnom hemiceluldzovom . enzymovom Sys-
téme, produkovanom mikroskopickymi huba-
mi rodu Rhizopus (produkt firmy Sigma),
Aspergillus niger [Yamazaki, N., Sinner M.,
Dietrichs H. H.: Holzforschung (1976 30, 101)
baktériami Xanthomonas campestris {Dek-
ker, R.F.H., Canda, G.P.: Arch. Microbiol.
(1979 122, 297), resp. slizovkou Physarum
polycephalum (Fr. patent 2385 730}].
Schopnost produkovat tento enzym je viak
podstatne rozSirenej$ia neZ by zodpovedalo
malému pocétu publikdcii obmedzujicich sa
na niekolko mikroorganizmov. Pomocou gé-
lovej metady . (A.O. ¢ 186 059) testovania

mikroorganizmov na polysacharid hydrolazy -

posobiace endomechanizmom v priebehu kul-
tivdcie zistili sme vyraznd produkciu S-ma-
nandzovej aktivity u Vodnych hyf_omycet
rodu Lemonniera.

Rod Lemonniera patri do €elade Monilia-
ceae rodu Moniliales, triedy Deuteromycetes.
Zastupcovia tohto.rodu patria. medzi ‘vodné
hyfomycety.

Podstata vyndlezu spociva v tom, Ze kulti-
vdciou nasledovnych Styroch kmemiov rodu
Lemonniera, a to:

Lemonniera aquatica CCMF — 124
Lemonniera centrosphaera  CCMF — 149
Lemonniera cornuta CCMF — 325
Lemonniera terrvestris CCMF — 125

jednotlivo alebo ich zmesi na Zivnej pdde
obsahujicej cisty g-1,4-mandn, alebo jeho
nerozpustny derivat pripraveny v reakcii
sietovania s 2-chlérmetyloxirdnom alebo he-
miceluldézovi zmes polysacharidov obsahu-
jacich g-1,4-manédn pri teplote 15 aZ 25 °C a
pH 5,0 aZ 6,0, s vyhodou pH 5,5 po dobu 96
aZ 144 hodin produkuje enzym g-manandzu,
ktory sa ziska v surovom stave odparenim
rastovej pddy, pripadne v zu§lachtenom stave
zrdZanim siranom amonnym alebo organic-
kymi rozpustadlami, s vyhodou etanolu a
aceténu.

K dal8ej purifikdcii surového enzymu g-
-manandzy po dialyze moZno pouZit afinitna
met6du za pouZitia sieftovaného mandnu (ex
Phytelephas macrocarpe) ako afinitného li-
gandu.

Vyhodou nového postupu je predovetkym
to, Ze priprava g-manandzy je velmi jedno-
duchd a ako studast kultivaénej pdédy moZno
pouZit aj neprecistené nativne substraty typu
galaktomdnov lahko dostupné ako rozne
druhy polnohospoddrskeho a drevného od-
padu. Dalsou vyhodou je pomerne vysoky
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vytaZok g-manandzovej aktivity, a to aj pri
niz8ich fermentaénych teplotdch (20 °C).
Nakolko uvedené kmene rodu Lemonniera
produkuji popri g-mianandzovej aktivite aj
dalsie hemiceluldzové a celulolytické enzy-
mi, ako aj enzymi schopné oxidativne de-
gradovat lignin, moZno pouZit tieto kmene
aj ku komplexnej utilizdcii drevnej hmoty
ovSem v podmienkédch optimédlnych pre ich
rozmnoZovanie.

Priklad 1

Lemonniera aquatica CCMF-124, Lemon-
niera centrosphaera CCMF-149, Lemonniera
cornuta CCMF-325, Lemonniera terrestris
CCMF-125 sa pomnoZia na rastovej pdde ob-
sahujicej 1,6 gélu (pripraveného sietova-
nim g-1,4-mananu rastlinnej slonoviny (Phy-
telaphas macrocarpe A.O. €. 186 059) pono-
reného do polovice vySky do Yeast Ni-
trogen Base rastovej pody (0,6 g/100 ml)]
o pH 5,5 a kultivuje sa na povrchu po dobu
3 dni pri teplote 20 °C, kedy dochddza k ste-
kuteniu gélu. Nahromadend biomasa druhov
Lemonniera sa pouZije ako zmesné inokulum
pddy obsahujiicej 20 g kukuriéného vyluhu,
5 g p-1,4-manénu (pH 6,0) na 1 liter vody
a kultivdcia prebieha dalSie 3 dni pri teplo-
te 20 °C. Potom sa biomasa Lemonniera od-
filtruje a surovy enzym p-manandza sa ziska

. odparenim kultiva¢nej plidy na vdkouvej od-

parke (celkovd aktivita g-manandzy 52 nkat,
o 8pecifickej aktivite 8,6 nkat/mg proteinu]).

Priklad 2

Ako inokulum sa-pouZije kmeii Lemonnie-
ra aquatlca CGCMF-124. Na mnoZenie sa po-
uZije poda obsahujica 1,6 g gélu. 31etovane-
ho -#-1,4-mandnu (A. O. © 186 059) ponore-
ného do polovice vysky. do. Yaest Nitrogen
Base rastovej pody (0,6 g/100 ml) o pH 5 a
kultivuje sa po dobu 2 dni pri teplote 15 °C,
kedy dochadza k stekuteniu gélu. Nahroma-
dena biomasa Lemonniera aquat1ca sa pou-
Zije ako inokulum pddy obsahujucej kuku-
riény extrakt (20 g) a 5 g galaktomanédnu
z guaru (Cyamogsis tetragonoloba.L., Fam.
Leguminosae) na 1 liter vody (pH 55) a
kultivdcie prebieha dalSie 2 dni pri teplote
20 °C. Potom sa biomasa Lemonniera aquas-
tica odfiltruje a enzym g-manandza sa ziska
v Ciastotne zuSlachtenom stave zrdZanim so
siranom amonnym (stupeii saturacie 0,65).
Celkové aktivita g-manandzy 65 nkat o Spe-
cifickej aktivite 9,2 nkat/mg proteinu.

Priklad 3

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym roz-
dielom, e namiesto Lemonniera aquatica sa
pouZije kmeii Lemonniera terrestris CCMF-
-125. Kultivdcia prebieha po dobu 3 dni na
rastovej pode s kukuriénym vyluhom a §-
-mandnom (pH 5,5, teplota 20 °C). Celkova



230888

aktivita @-mananédzy bola 58 nkat o Speci-
fickej aktivite 10,2 nkat na 1 mg proteinu,

Vyndlez ma pouZitie v zdkladnom mikro-
biologickom a biochemickom vyskume a pri
produkcii g-mananédzy ako jedného z dole-
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Zitych enzymov pri sacharifikécii polysacha-
ridov rdznych drevnych odpadov. Vynélez
moZno pouZit aj pri tdprave vod obsahuja-
cich ako odpad extrahovatelnej zloZky drev-
nej hmoty.

PREDMET VYNALEZU

Sposob produkcie g-manandzy pomocou
mikroskopickych hib rodu Lemonniera, vy-
znadeny tym, Ze kultivuji nasledovné kmeiie
rodu Lemonniera:

Lemonniera aquatica CCMF — 124
Lemonniera centrosphaera CCMF — 149
Lemonniera cornuta CCMF — 325
Lemonniera terrestris CCMF — 125

jednotlivo, alebo ich zmesi na Zivnej pOde
obsahujicej g-1,4-mandn alebo synteticky
derivat §-1,4-manénu pri teplote 15 aZ 25°C
a pH 5,0 aZ 6,0 po dobu 120 aZ 144 hodin a
enzym g-manandza sa ziska v surovom stave
odparenim rastovej pddy, pripadne v zu-
Slachtilom stave zrdZanim siranom amon-
nym alebo organickymi rozpustadlami, s vy-
hodou etalonom alebo aceténom.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

